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RE.S. M MR

0 presente invento refere-se ao processo de preparagio de
conjugados de oorticosterdides, nomsadamente a prednisolona oo
betamstasona, com albumina humana, o gual comprasnde conjugar o
corticosterdidse, previamente convertido no hemi-succinato, oom
albuminag humana pelo método do anidrideo misto, usando clorocarbo-
nato de isobutilo, com uma razéo molar entre corticosterdide =2

slbumina humana antra 1% & 19.

0 invento refere-se ainda ao processo de preparagdo de

composicles Tarmacduticas contendo os referidos conjugados.
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MEMORIA DESCRITIVA

0 presente invento refere-se ao procssso de preparacdso ds
novns  deriveddos de corticosterdides, particularmesnte daguslas
conhecidos sob os nomes de prednisolona & betametasona & da

o

conposicdes terap@uticas que os contdm, como ingrediente activo.

Como & sabido, os corticosterdides inibkem a producdo ou a
libertagio de mediadorzs produzidos palos macrdofagos, aos quals &
atribuido um papel chave nos mecanismos da inflamacdo » na res-
poasta Imunitdria (prostaglandinaes, laucotrisnos, eto.), [Schlei-
mer R.P., @dd. Rev, Pharmacol. Toxicol., 25, 381 (1985)).

Uma wez ousz o8 esterdides sdo activos também sobre oubros
sistemas celulares envolvidos nos processos flogistico @
imunitario & <dificil avaliar am gue medids a actividade destas

drogas sobre os macrofagos se adiciona aos sesus efelitos anti-

3

~inflamatdrio & imuno-supressivo. Sabe-se também, gue a albumina.,
conjugads com peguaenas moléculas £ selectivamente absorvida das

células do sistema macrdfago (Kruse H., de Master PLD., J. EBxp.
Med., 90, 425, (19249)).

Por autro lado, experidneiss invitro & inosiwveo tém mostrado

que algumas toxinas, tals como a amanitina

= a Taloidina, & algu~
mas drogas antivirals, tais como a arsbindsido-citosina ¢ a fluo-
rodesoxi-uriding, apds conjugacdo com 2 albumina ndo pardem & ao-
tividade bioldagica aplicads selectivamente nos macrdfagos. [De—
renzini M. @ Coll., Lab. Invest.., 29 150, (1973
Barbanti~Brodano G., Fiums I.., Mature Hew Bilology 243, 281,
(19¥3): Barbanti-Brodano G., Derenzini M. Filume L., Hature, 248,
&5, (19741 Balboni P.G. & GColab., Maturse 26¢d, 18L (19F4).
Varificou-se agora gus alguns Cmrticm@t&réid&s, particular-
mante a prednisolona & a betamstasona, se conjugados com albumina
humana, entram especificamente nog macrdTagos, sugerindo assim
que, para algumas patologias, o3 seus efaitos tarapd@uticos podam
sar explorados sem os efeitos secundiarios caracteriszticos destas

drogas, gragas a selectividade da distribuicio celular depois da
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administracin.

Por sua waz, o processo do presents invento para a prepara-
cio dos conjugados anteriorments clitados compresnds a realizacio
da conjugacio entre albumina humana (HS4) & o corticosterdids na

forma oo hemi-succinato, preparado de forma conhescida per se

acords com o processo do anidrido misto uzando clorocarbonato da

igobutilo como descrito por Erlangser B.F. &t al., J. Biol. Cham.,

F1E, (1975), e determinando por via espectrofotométrica [Er-
langar B.F.ibidem) no conjugado resultants a razdo molar entrse o
corticosterdide & a HSa, tendo-se verificado gus esta razio esta-
wa am todas as experid@ncias entre 15 ¢ 19. Esta razio pernanece
inalterada também ao Tazer-se a liofllizagio do conjugado & man-—
tendo-sse & temperatura ambiente durante um ano. A solugdo ds con-
jugado, apds 24 horas a 37 °C, ndp apresenta gualguer libertacdo
de corticosteraide livre, demonstrando assim a estabilidads da
ligagdo entre o corticosterdide 2 a HSA; ssta ligagdo & muito
provavelments uma ligagio carboamido entre o grupo succinico do

corticosterdide & os grupos aming da lisina da proteina

PBara oz testes Farmacoldgicos, as preparagdes de conjugado
Foram marcadas com 471 de acordo com o método de Fraker = Spech
(Fraksr P.J., Speck Jr. J. C., Biochem. Bilophws. Res. Commum. 80,
/49, TI9F8IY.

0s macrofagos Toram obtidos a partir de mondcitos humanos
izsolados de sangus periférice (Orlandi M. & colab. Prostaglandins
Laukot. Med., 18, 205, (1985)) & colocados em ocultura durante

aspis dias am RPMI 1840 (Flow) contendn 10% de soro humano  do

grupn aiE.

Os fibrocitos da linha celular murina 373 foram cultivados
am RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino fetal. Para as exparisdn-
cias sobire a penetracdo dos conjugados, as células (macrofagos ou
Fibroblastos) (d-% x 10&) foram incubados sm FPHMI 1640 (sem soro)
na presenca de 300 ng/ml de PRDN-(1291)H8A (actividade
aspacifica: 2.4 © 10® com/ugr . As células Foram recolhidas no

momento 0 e apds uma hora; apos trés lavagems com solugdo salina



73 280

91 OT 22 B

s ] o

tamponads de fosfatos (PBES), Toram colocadazs em solugdo com 2 ml
de NaOH N e em seguida efsctuou-se a medigdo da sua

radiocactividade & do seu teor em proteina.

fs concentracies de conjugade  Toram caleuladas com base nos
valores da radicactividade intracelular que Foram obtidos subtra-
indo os ocpm caloculados no momento O dos medidos uma hora mais
tards (tempo 1 h). & produgdo de prostaglandina &, (PEE,) e de
tromboxano ﬁﬁ(TEﬁgj foi induzida nos macréfagos por adigiio ds 10%
& soro bovino Tetal ao meio de cultura (Bartolinl 6. & colab.,
Biochim, Riophws, Acta, 876, 486, [(198&)).

fpds 24 horas de incubagio, os valores de PBE, & de trombo-
wano Beg fmetabolito estavel ds Tﬁﬁgj foram avaliados no meio de
cultura por RIa (Orlandi, ibidem).

0 guadro 1 mostra as concentragdes de WRDM~[125I)H5ﬁ oS
macréfagos e nos fibrocitos cultivados durante uma hora na
preasenca <o conjugado. De acordo com as fontas da literatura gque
afirmam que s moléculas de albumina gquimicamsnte modificadas en~
tram selectivamente nos macrofagos, verificou-se que a
concentragio Jdo conjugadn nestas células @ muito mals elevada do

guea 8 dos Fibrdcitos.

Wuadro 1

Concentragido Jde PRDNw{lQEI)Hsﬁ em macrotagos & Fibroblastos cul-
a

ivados.
Células pPRON- (23 11 H8A (ng/ml  pro-
teina da océlula)
Macrofagos 2, B S, 65
Fibroblastos 0,8+, ~0, 1

as valor médio dos resultados (+/-erro padriol dos d testes.

Na fig. 1 incluida mostra-se suz o conjugado PRON-HSA inibe

a producido de prostaglandina Eo @ dg tromboxano Firg induzida nos
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macrdfagos cultivados in_witro por adicdo de soro bovino fetal

frason.

& inibicdo refare-se 4 sintess d

2 prostaglandinas Evy (“j &
de tromboxanc ﬁq(@j nos macratagos. Cada ponto reprssenta o walor
médio cdos resultados de guatro experiéncias. O0s erros padrio da
percentagen e inibicdno nas diferentes experignclas wariaram
antre +/-0,6 a +/~5,9, dependendn das diferentes concantragies de
conjugacio. Para uma concentrasio de conjugado de 0.8 pgfml oo
respondendo a 0,05 ug/ml de PRDN (prednisolona) acoplada,
obteve-se una inibicdo de 50% da producio de ambos prostaglandina
¢ bromboxano.

Sem impor limites indevidos ao presente invento parecs
plausivel atribuir a actividade do conjugads a umea libertacic in-
tracelular da droga, do portador: esta hipdtese £ suportsda pelo
facto de, como se sabe, a albumina depolis da penstracdo nos
macrétfagos entrar nos lisossomaz @ por isso oz esterdides mostra~-
rem & sua actividade depois de se terem ligado a um raceptor
citossdlico. Parece assim provawvel que o conjugado PROM-HS& tenha
o comportamento de um agente lisossomstropico: a ligagio gue liga
a droga & albumina £ guebrada nos liscossomas & a ddroga livrs

plica o sau efeito farmacoldgico depois de atravessar a membrana

&
lisnssémica.

Esta selectividade de penetragdo do conjugado nos macrofagos

tam a conseguéncia de a actividade dos ssterdide ocorrer assi

S

apenas aguels nivel sem os efeitos sscunddrios comuns catalisado

&

-

pala sntrada da droga noutrosgs sistemas celularss.

B

voltando agora ao conjugado dz betamstasona  (BMT)., =la
conjugadas com HSA depois da sua conversdo no seu hemi-sucoinasto.
Fata preparacdo & aqui adiante descrita uma vez gue 0 hemi-
succinato, ao contrério do da prednisolona (PRDN), ndo estd

disponivel comsrcialmentes

Dissolveram-se BMT (0,5 mmoles), anidrido succinico (4 mme-

las) & d-dimetilaminopiridina (0,17 mmoles) =m & ml de piridina
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anidra & mantiveram-se 4 temperaturs ambientz. apds 24 horas, a
cromatografia em camada fina numa placa de silica - gel (&60F-254;
rerck) com 2-propanol/hidréxido de amdbnio concentrado/fagua
(&O2B010 w/v) mostrod gus praticamente todo o BMT tinha sido
convertide no seu hami-succinato. Meste ponto. o pH da mistura
reaccional Tol reduzideo para o valor 1 por meio de HC1 para pre-
cipitar o hemi-succinato de BMT. fpds 1 hora a 0~-4 °C, a misturs
foi centrifugada, sendo o sobrenadante rejeitado. 0
hemi-succinato de BMT fol dissolvido em 12 ml da dgua adicionando
MaHCOy em pé e em seguida precipitado de nowo, com HCL, recolhido
@ saon sob vacuo (0,45 mmoles).

0 hemi-succinato de BMT Tol conjugado ocom HSa usando os mas-
mos procedimentos usados para a preparacgdo  do conjugadn com he-
mi-guccinato das PROMN. & razdo molar droga/HSa, determinada espeo-
trofotometricanente, Tol de 15, 15 e 18 em trés preparages dife-
rentes.

"

foacoido

o

o conjugado BMT-HES foi testada sobre a produgio de
prostaglandinas E. induzida em macrofdgos activados In yitrg adi-
cionando 10% de soro fetal. Usou-se o método usado para o conju-
gado PRDN-HSH. Ds resultedos, apresentados na Fig. 2, mostraram
qua também o conjugado com BMT evita a formagdo de POE,. Fol con-
saguida uma inibicio de 50% com concentracdes de BMT-HSA da

O,5-0,4 pgsml, correspondendo a 0,02-0,03 pg de BMT/ml.

Mas  experidnciass  efectusadas na  ratazana, a penebracdo

o conjugado BMT-HSAS nas odlulas do parénguima do figado

foi comparada com a penetracido nas cdlulas sinusoidals do mesmo
orgio as guals pertencem ao sistema das células macrdfagas (Yan
Furth st al. Bull Wld Hlth Org. 48, 854 (197231). Para estas
axparigneciass, usoau-ss uma preparasdo de conjugado radicactiveo obe
tida por ligagio de hemi-succinato de BHMT a HSA marcado de acordo
com o método de Jentot & Darborn usando formaldeido tritiade =
saguindo o mébodo descorito em Fiume et al. Cancer Drug Delivery
i, 11 (1987) lactividade especifica 1,2 x 10% dpm/ma). @ rozdo

R

molar droge/proteinag do conjugado radicactive fol de 15, A sxps-

rigdncias foram raslizadas exactanmente como descrito em Fiumse b



F5 280
21 0T

N
%
IR

.w'?’w

4, 11 (1987).

al., Cancer Drug Delivery

0s resultados, apresentados no guadro 2, nostram gus a

concantracio do conjugado nas celulas sinusoidais & cerca de cem

vezes malis slevada do que nas océlulas do parénguima.

Quadro 2

do figado 30 minutos depois da sua administragdo.

Composto dose {(pg/g) células células
do parénguimsa sinusoidais
BT~ [ 2H THSA 35 1,34+/-0,8 146,54 /~1,2

ri&ncias foram realizadas de acordo com o descrito em Can-—
g Delivery 4, 1L (1987).

De resultados  Toram calculados a partic dos walores de r
divactividade insoluvel am dcido das prapasragdss celulares. Eles
foram expressos em percentagem de dpm injectado x 109 @
proteinas celulares. Os walorss repressntam  a média (+/-erro

padrio) dos resultados de guatro experidncias.
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REININDICALDES

1 - Processo de préparagém de um conjugado de um gorticos-
terdide ¢ de albumina humana, caracterizado por sse fazer reagic o
corticosterdide, na forma de hemi-succinato, com albumina humana,
pelo método do anidrido misto, usando clorocarbonato de isobuti-

lo.

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1L, caracterizado
por o referido corticosterdide ser ssleccionado de entre pradni-
solona & betamstasona & por a razio molar sntre corticosterdide s
albumine humans egstar sntre 15 2 192.

3 - Processo de preparacio de uma composicio farmacéutica,
caracterizado por sg associar um conjugads de acordo com as ral-
vindicacdess 1 «fou 2, como ingredients activo, com portadorss ou

awcipientes farmaceuticamants aceltavelis.
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